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Summary 
Myocardial infarction (MI) is a condition that affects many people worldwide. The lack 
of supply of oxygen and nutrients to parts of the vital myocardium leads to 
myocardial damage, evoking an inflammatory reaction. This is the start of the wound 
healing process, which is known as a very complex sequence of events. The quality of 
this process is important for maintaining the cardiac function as poor wound healing 
can ultimately result in the development of heart failure. 
In wound healing, multiple signaling pathways are involved. One of these is the 
Wnt/Frizzled signaling pathway on which the research in this thesis is focused. This 
complex signaling pathway is still not completely unraveled and many pieces of the 
puzzle are still missing to fully understand it. The aim of the research described in this 
thesis was to investigate the role of this pathway in the wound healing process 
following MI and to characterize the inhibitory potential of peptide fragments of Wnt 
proteins. 
Research on Wnt/Frizzled signaling is intensified and evidence of the involvement in 
cardiovascular disease has grown robustly in the last years. In Chapter 2 we provide 
an overview of the involvement of Wnt/Frizzled signaling in a wide range of cardiac 
conditions including MI, cardiac hypertrophy and heart failure. Interventions in 
Wnt/Frizzled signaling, either genetic or pharmacological, have been shown to 
influence the disease process. Results are sometimes inconsistent as to whether the 
pathway should be stimulated or inhibited, which may be attributed to differences in 
the animal models that were used. Variation in response to interventions can be 
attributed to the method of disease induction, gender and genetic background.  
Our lab has previously demonstrated that the genetic background of mice is a critical 
factor for infarct healing following MI. To investigate a potential link between this 
divergent infarct healing and the activity of the Wnt/Frizzled signaling pathway we 
subjected four different mice strains (BALB/c, C57BL/6, FVB and Swiss) to MI, 
determined the expression profile of Wnt/Frizzled pathway components in the 
infarcted myocardium and correlated them to parameters that are indicative for (the 
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development of) heart failure (Chapter 3). We found that gene expression profiles of 
Frizzled proteins and Wnt ligands in the infarcted myocardium were different 
between the mouse strains. In particular, Wnt/frizzled gene expression was 
significantly increased in C57BL/6 and FVB mice, but this elevation was absent in 
Swiss mice. Moreover, we found an inverse relationship between Wnt expression and 
end diastolic volumes in two strains (C57BL/6 and FVB), suggesting that Wnt 
signaling contributes to the regulation of wound healing in these strains. 
Furthermore, we analyzed gene expression patterns in human post-mortem infarct 
samples from different stages post-MI. This revealed a gene expression pattern that 
resembles the cellularity of the infarcted myocardium over time. However, 
expression levels of the analyzed genes were very low and variable, which was 
probably due to the formalin fixation of the tissue. Therefore, no firm conclusions can 
be drawn from these observations on human post-mortem infarct samples. 
To target the Wnt/Frizzled pathway in a clinically relevant swine model of reperfused 
MI, we used a peptide fragment of Wnt5a – UM206 – that was previously shown to be 
beneficial for wound healing following MI in mice. In Chapter 4 we present evidence 
that adverse remodeling of the infarcted area was halted in the UM206-treated 
animals whereas a progressive dilation of the left ventricle was observed in the 
untreated swine between three and five weeks after MI. In the treated animals, infarct 
mass was significantly decreased, whereas it remained stable in the control group. 
Gene expression analysis only demonstrated significant increments for Frizzled4 and 
LRP5 expression. No further evidence was found that could explain the results 
mentioned above. We therefore believe that at five weeks post-MI we might have 
missed these significant differences in gene expression levels in the early stage of 
wound healing. Effects on cardiac function were limited at this stage, although it is 
tempting to speculate that UM206 can prevent deterioration of the cardiac 
performance at a later stage. 
In Chapter 5 we compared the results of eight individual studies in which the effect of 
UM206 on infarct healing was investigated in a mouse model of MI. In the first two 
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studies we demonstrated beneficial effects of this peptide on cardiac dimensions, 
ejection fraction and lung weights. After these two initial studies, the beneficial effect 
of this peptide was lost. This led to a series of experiments aimed at unraveling the 
cause of this phenomenon. The effectiveness of UM206 was analyzed in relation to 
dose, timing, source of UM206 and genetic background of mice. In contrast to the 
first two sets of experiments, increased lung weights were absent in both saline and 
UM206 groups in the later experiments, suggesting that overt heart failure 
development was absent in these mice. The therapeutic gain that could be obtained 
with UM206 was thereby eliminated. We believe that this change in phenotype can be 
explained by the transition of housing conditions of the mice from open cages to 
individually ventilated cages at the turning point, which resulted in reduced exposure 
of the mice of inflammatory stimuli. Increasing evidence demonstrates that the 
inflammatory status has a distinct influence on the outcome of many cardiovascular 
diseases. Therefore we think that this change in housing conditions explains the loss 
of the heart failure phenotype and eliminated the capability of UM206 to show its 
beneficial effect on adverse cardiac remodeling. This demonstrates that the 
experimental conditions for research with animals can highly influence the outcome 
and complicates the translation to clinical practice. 
The recent publication of the crystal structure of the Wnt/Frizzled complex gave new 
insights on the interaction between the Wnt ligand and the Frizzled cysteine rich 
domain (CRD). From this crystal structure, it could be deduced that UM206 has no 
direct interaction with the CRD. This questioned the working mechanism of UM206 
and led to the development of novel peptide fragments, based on the two predicted 
sites of interaction between Wnt and the Frizzled CRD. In Chapter 6 we screened a 
systematically designed peptide library for the inhibition of Wnt3a induced canonical 
signaling in cells. Synthetically produced peptide fragments derived from the so-
called ‘thumb’ and ‘index finger’ of Wnt were able to inhibit this signaling with an IC50 in 
the micromolar range. The design of the peptide library allowed us to investigate the 
effect of peptide length, palmitoylation of the ‘thumb’ fragment and the presence of a 
synthetic CLIPS scaffold. All these factors significantly influenced the antagonistic 
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potency of the peptides. Simultaneous administration of both ‘thumb’ and ‘index 
finger’ peptides only resulted in an additive rather than a synergistic inhibitory effect. 
Our results demonstrate that these novel peptide fragments can serve as a new tool 
to inhibit Wnt signaling. 
In conclusion, this thesis contributes to the ongoing efforts to resolve the complex 
mechanism of Wnt/Frizzled signaling by demonstrating the modulatory role in the 
structural adaptation following MI. Furthermore, it provides new directions for the 
development of Wnt/Frizzled antagonists that can be used in a wide array of diseases 
in which Wnt/Frizzled signaling plays a role. 
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Samenvatting 
Wereldwijd worden veel mensen getroffen door een hartinfarct. Een onderbreking in 
de toevoer van zuurstof en voedingsstoffen naar de vitale delen van het myocardium 
leidt tot schade aan het hart en brengt een ontstekingsreactie op gang. Dit is het 
begin van het wondhelingsproces, dat bekend staat als een zeer complexe reeks van 
cellulaire processen. De kwaliteit van het wondhelingsproces is belangrijk voor het 
behoud van de hartfunctie. Als dit proces slecht verloopt kan dit uiteindelijk leiden tot 
het ontwikkelen van hartfalen. 
Meerdere signaaltransductiewegen zijn betrokken bij wondheling. Eén daarvan is de 
Wnt/Frizzled signaaltransductieweg waar het onderzoek in deze thesis op is 
gefocust. Deze complexe signaleringscascade is nog niet helemaal ontrafeld en er 
missen nog veel puzzelstukken om het mechanisme helemaal te kunnen begrijpen. 
Het doel van het onderzoek dat in deze thesis wordt beschreven was het 
onderzoeken van de rol van deze signaleringscascade in het wondhelingsproces dat 
optreedt na een hartinfarct. Bovendien hebben we het remmende effect op de 
Wnt/Frizzled signalering onderzocht van peptide fragmenten die afgeleid zijn van Wnt 
eiwitten.  
In de laatste jaren is het onderzoek naar Wnt/Frizzled signalering in diverse 
aandoeningen toegenomen. Dit heeft veel gegevens opgeleverd over de 
betrokkenheid hiervan in hart- en vaatziekten. In Hoofdstuk 2 geven we een 
overzicht van de betrokkenheid van Wnt/Frizzled signalering in verschillende 
cardiovasculaire aandoeningen waaronder het hartinfarct, hypertrofie van het hart en 
hartfalen. Interventies in Wnt/Frizzled signalering, zowel genetisch als 
farmacologisch, hebben aangetoond het ziekteproces the beïnvloeden. De resultaten 
laten zien dat er soms tegenstrijdigheid heerst over de vraag of de 
signaaltransductieweg moet worden gestimuleerd of juist geremd. Dit kan wellicht 
worden verklaard door de verschillen in de dierenmodellen die zijn gebruikt. Variaties 
in de respons op de interventies kunnen worden toegeschreven aan de methode van 
ziekteopwekking, geslacht en genetische achtergrond. 
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Ons lab heeft eerder aangetoond dat de genetische achtergrond van muizen een 
bepalende factor is voor het wondhelingsproces na een hartinfarct. Om te 
onderzoeken of er een mogelijke link aanwezig is tussen dit verschil in wondheling en 
de activiteit van de Wnt/Frizzled signalering hebben we vier verschillende 
muizenstammen (BALB/c, C57BL/6, FVB en Swiss) blootgesteld aan een hartinfarct 
(Hoofdstuk 3). Hierbij hebben we het expressieprofiel van verschillende Wnt/Frizzled 
signaleringsgenen in het infarctgebied bepaald en gecorreleerd aan parameters die 
een indicatie geven voor (de ontwikkeling van) hartfalen. Tussen de muizenstammen 
was er een verschil in genexpressie van Frizzled eiwitten en Wnt liganden in het 
infarctgebied. Met name in de C57BL/6 en FVB muizen werd er een significant hogere 
expressie gevonden van deze genen. Deze verhoogde expressie was echter afwezig 
in de Swiss muizen. Bovendien vonden we een omgekeerde evenredige relatie tussen 
Wnt genexpressie en het linker ventrikel volume in diastole (eind diastolisch volume) 
in twee muizenstammen (C57BL/6 en FVB). Dit suggereert dat Wnt signalering 
bijdraagt aan de regulatie van wondheling in deze muizen stammen. Verder hebben 
we genexpressie patronen geanalyseerd in humane post-mortem infarct samples van 
verschillende stadia van het wondhelingsproces. Dit gaf een genexpressiepatroon 
weer dat overeenkomt met het verloop van de cel dichtheid van het infarctgebied na 
het optreden van een hartinfarct. Echter, genexpressieniveaus van de geanalyseerde 
genen waren zeer laag en variabel. Dit is waarschijnlijk het gevolg van de 
formalinefixatie van het weefsel. Daarom kunnen er geen concrete conclusies worden 
getrokken over deze waarnemingen in humane post-mortem infarctsamples. 
 In een klinisch relevant varkensmodel hebben we een peptide fragment van Wnt5a – 
UM206 – gebruikt om in te grijpen op de Wnt/Frizzled signalering. In dit model werd 
een infarct opgewerkt door gedurende twee uur een kransslagader af te sluiten en die 
vervolgens weer te openen, waarbij de huidige klinische praktijk van de behandeling 
van een hartinfarct zo goed mogelijk wordt nagebootst. Voorheen is in muizen 
aangetoond dat behandeling met dit peptide gunstig is voor de infarctheling. In 
Hoofdstuk 4 tonen we aan dat de uitrekking van het infarctgebied werd geremd in 
varkens die waren behandeld met UM206. Onbehandelde varkens lieten een verdere 
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uitrekking van het linker ventrikel zien tussen drie en vijf weken na het induceren van 
het infarct. In de behandelde dieren nam de infarctmassa significant af over de tijd ten 
opzichte van de controle groep. Genexpressie analyse liet alleen significante 
verhogingen zien voor twee receptor eiwitten van Wnt namelijk, Frizzled4 en LRP5. Er 
kon geen ander bewijs worden gevonden dat de eerder genoemde resultaten kon 
verklaren. Daarom denken we dat deze mogelijke verschillen in genexpressieniveaus 
eerder tijdens de infarctheling hebben plaatsgevonden waardoor we ze op het tijdstip 
van opofferen gemist hebben. Verder waren de effecten op de hartfunctie beperkt in 
dit stadium. Het is echter aantrekkelijk om te speculeren dat UM206 de 
verslechtering van de hartfunctie kan voorkomen in een later stadium. 
In Hoofdstuk 5 hebben we de resultaten van acht individuele studies vergeleken 
waarbij het effect van UM206 op infarctheling werd onderzocht in muizen waarin een 
hartinfarct werd geïnduceerd. In de eerste twee studies hebben we gunstige effecten 
van dit peptide laten zien op ventrikelvolumes, ejectiefractie en longgewichten. Na 
deze eerste twee studies zagen we dit effect niet meer terug. Dit heeft geleid tot een 
aantal experimenten om de onderliggende oorzaak hiervan te vinden. De effectiviteit 
van UM206 werd onderzocht in relatie tot de dosis, tijdsbestek van behandeling, bron 
van UM206 en de genetische achtergrond van de muizen. In tegenstelling tot de 
eerste twee studies waren verhoogde longgewichten afwezig in zowel controle als 
UM206 behandelde muizen in de rest van de studies. Dit suggereert dat de duidelijke 
ontwikkeling van hartfalen afwezig was in deze muizen. Het therapeutische voordeel 
dat behaald kon worden met UM206 was daardoor afwezig. We denken dat deze 
fenotypische verandering kan worden verklaard door verandering in de huisvesting 
van muizen. In de periode tussen de tweede en derde studie is de manier van 
huisvesting veranderd van open kooien naar individueel geventileerde kooien. Dit 
resulteerde in een verminderde blootstelling van de muizen aan inflammatoire 
stimuli. Er komt steeds meer bewijs beschikbaar dat laat zien dat de inflammatoire 
status een duidelijk effect heeft op de uitkomst van veel cardiovasculaire ziekten. 
Daarom denken we dat de verandering in huisvesting ertoe heeft geleid dat er geen 
ontwikkeling van hartfalen meer plaatsvindt. Dit heeft als gevolg dat de potentie van 
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UM206 om een gunstig effect uit te oefenen op de wondheling is verdwenen. Dit 
benadrukt dat de experimentele condities voor onderzoek met dieren een grote 
invloed heeft op het resultaat en het bemoeilijkt de translatie naar de kliniek. 
De recente publicatie over de kristalstructuur van het Wnt/Frizzled complex gaf 
nieuwe inzichten over de interactie tussen het Wnt ligand en het Frizzled cysteine rijk 
domein (CRD). Er bleken twee lusvormige interactiedomeinen te zijn die in de 
literatuur worden aangeduid als ‘duim’ en ‘wijsvinger’. Van deze kristalstructuur kon 
worden afgeleid dat UM206 geen directe interactie aangaat met het CRD. Hierdoor 
werd het onwaarschijnlijk dat UM206 werkt als een directe inhibitor van de interactie 
tussen Wnt en Frizzled. Dit heeft geleid tot de ontwikkeling van nieuwe peptide 
fragmenten die gebaseerd waren op de twee voorspelde interactieplaatsen tussen 
Wnt en het Frizzled CRD. In Hoofdstuk 6 hebben we een peptidencollectie die is 
ontworpen vanuit dit uitgangspunt gescreend voor de remming van Wnt3a 
geïnduceerde signalering via β-catenine. Synthetisch geproduceerde peptide 
fragmenten die afgeleid zijn van de zogenoemde ‘duim’ en ‘wijsvinger’ van Wnt waren 
in staat om deze signalering the inhiberen met een IC50 in het micromolaire bereik. De 
peptiden die waren gesynthetiseerd stelden ons in staat om het effect van variaties in 
peptidelengte, palmitoylatie van het ‘duim’ fragment en de aanwezigheid van een 
synthetische brugstructuur aan het uiteinde van de lus, de zogenaamde CLIPS 
scaffold, te onderzoeken. Deze factoren hadden een significante invloed op het 
antagonistische effect van de peptiden. Gelijktijdige toediening van zowel de ‘duim’ 
als de ‘wijsvinger’ fragmenten resulteerde alleen in een additief effect in plaats van 
een synergistisch remmend effect. Onze resultaten laten zien dat deze nieuwe 
peptide fragmenten kunnen worden gebruikt om Wnt signalering op een nieuwe 
manier te remmen. 
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Concluderend kunnen we zeggen dat dit proefschrift bijdraagt aan de voortdurende 
inspanningen om het complexe mechanisme van Wnt/Frizzled signalering beter te 
begrijpen. Dit wordt benadrukt door de modulerende rol van deze signalering in de 
structurele adaptatie van het hart na een infarct. Verder biedt het nieuwe 
aanwijzingen voor de ontwikkeling van Wnt/Frizzled antagonisten die kunnen worden 
gebruikt in een groot scala van ziekten waarin Wnt/Frizzled signalering een rol speelt.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
